Sviluppo di uno scaffold iniettabile bioattivo a base di polvere ossea e gel polimerico termosensibile by OTTONI, PRISCILLA
UNIVERSITA’ DEGLI STUDI DI PISA 
 
FACOLTA’ DI SCIENZE MATEMATICHE, FISICHE E  
NATURALI 
 
Corso di Laurea Magistrale in Biologia applicata alla Biomedicina 
curriculum fisiopatologico 
 
Tesi di Laurea 
 
“Sviluppo di uno scaffold iniettabile bioattivo a base di polvere 
ossea e gel polimerico termosensibile” 
 
 
 
          Relatori                                                                     Candidata 
Dott. Giorgio Soldani                                               Dott.ssa Priscilla Ottoni 
 
 
ANNO ACCADEMICO 2012/2013 
 
2 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ai miei genitori 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3 
 
INDICE 
 
RIASSUNTO……………………………………………………………….. pag. 5 
INTRODUZIONE …………………………………………………………… pag. 7 
1.1. Biologia del tessuto osseo ……………………………………………….. pag. 7 
1.2. Rimodellamento osseo fisiologico e post traumatico ……………………. pag. 9 
1.3. Situazione attuale sul trapianto osseo in Italia …………………………… pag. 10 
1.4. Classificazione dei sostituti ossei ………………………………………… pag. 12 
1.5. Proprietà dei riempitivi ossei …………………………………………… pag. 14 
1.6. Matrice ossea demineralizzata …………………………………………. pag. 16 
1.7. Scaffold a base di DBM ………………………………………………….. pag. 18 
SCOPO DELLO STUDIO ………………………………………………… pag. 20 
MATERIALI E METODI ……………………………………………… pag. 21 
3.1. Preparazione dell'idrogel e della pasta a base di matrice ossea  
demineralizzata ………………………………………………………… pag. 21 
3.2. Sterilizzazione tramite radiazioni gamma ……………………………. pag. 21 
3.3. Test di sterilità dei campioni …………………………………………. pag. 22 
3.4. Analisi reologica dei campioni di Pluronic
®
 F127…………………… pag. 22 
3.5. Analisi chimica della soluzione di Pluronic
®
 F127…………………. pag. 24 
3.6. Quantificazione delle proteine morfogenetiche dell’osso in DBM …… pag. 25 
3.7. Preparazione e sterilizzazione dei campioni per la sperimentazione 
in vivo …………………………………………………………………… pag. 27 
3.8. Sperimentazione in vivo ………………………………………………… pag. 28 
3.9. Analisi istologica dei campioni ………………………………………… pag. 29 
4 
 
3.9.1. Colorazione Ematossilina-Eosina …………………………..... pag. 31 
3.9.2. Colorazione Tricromica di Masson …………………………… pag. 32 
3.9.3. Colorazione Stevenel's/Van Gieson ……………………….. pag. 32 
3.9.4. Colorazione Von Kossa ………………………………………… pag. 33 
3.10. Acquisizione delle immagini istologiche ……………………………… pag. 33 
3.11. Valutazioni morfologiche post-impianto …………………………… pag. 34 
RISULTATI …………………………………………………………………. pag. 36 
4.1. Valutazione dell’effetto della sterilizzazione sulle caratteristiche  
reologiche e chimiche di  Pluronic
®
 F127………………………………. pag. 36 
4.1.1. Analisi reologica …………………………………………………….. pag. 36 
4.1.2. Analisi chimica …………………………………………………….... pag. 37 
4.2. Valutazione della sterilità dei campioni di pasta ossea …………….. pag. 37 
4.3. Valutazione delle concentrazioni di proteine morfogenetiche in DBM …. pag. 38 
4.4. Analisi istologica dopo sperimentazione in vivo ………………………… pag. 39 
4.5. Analisi morfologiche post-impianto ……………………………………    pag. 46 
4.5.1. Analisi Micro-Tac …………………………………………………. pag. 46 
4.5.2. Valutazione della porosità del tessuto riparato (BS/BV)……………  pag. 51 
DISCUSSIONE ………………………………………………………………  pag. 52 
BIBLIOGRAFIA …………………………………………………………. pag.  57 
RINGRAZIAMENTI ……………………………………………………… pag.  61 
 
 
 
 
5 
 
RIASSUNTO 
 
L'osso è un tessuto vascolarizzato altamente dinamico, costantemente 
soggetto a rimodellamento durante tutto il corso della vita. Il 
rimodellamento costante fornisce un meccanismo di guarigione e 
rigenerazione dei tessuti danneggiati. Tuttavia nel caso di eventi scatenati 
da un trauma, quale una frattura, ma anche in caso di perdita di sostanza, 
conseguenti a gravi malformazioni congenite, ipoplasie, lesioni 
neoplastiche primarie (osteosarcomi, tumori ossei benigni) o secondarie 
(metastasi), oppure ricostruzione maxillo-facciale, è possibile intervenire 
con materiali e sostanze esogene che supportano la rigenerazione. 
Obiettivo di questo lavoro di tesi è stato quello di sviluppare uno scaffold 
iniettabile bioattivo a base di matrice ossea demineralizzata (DBM, 
demineralized bone matrix) e testarne la capacità osteorigenerativa nel 
modello animale di ratto Wistar. A questo scopo sono stati preparati 
scaffold costituiti da 40 % (w/w) DBM e polimero termosensibile (pasta 
ossea). Per lo studio in vivo, lesioni del diametro di 3 mm sono state create 
bilateralmente nella parte centrale della diafisi femorale, interessante la 
regione corticale e midollare. 
Sono stati utilizzati un totale di 36 animali, suddivisi equamente in due 
gruppi: 1) femore trattato con pasta ossea e femore non trattato; 2) femore 
trattato con gel polimerico e femore non trattato. 6 animali per ogni gruppo 
sono stati sacrificati a distanza di 15, 30 e 90 giorni dal trattamento.  
L’acquisizione e l'analisi delle immagini Micro-Tac ad alto ingrandimento 
della zona lesionata ai diversi time-point, ha reso possibile valutare la 
frazione di volume di osso riparato (“Bone Volume” e “Total Volume”-
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BV/TV) e la porosità del tessuto riparato (“Bone specific Surface” e "Bone 
Volume"-BS/BV). L'analisi istologica dei campioni espiantati è stata 
eseguita con colorazione ematossilina-eosina e colorazione Stevenel’s/Van 
Gieson per valutare la tipologia cellulare, la tricromica di Masson per 
determinare la deposizione di fibre collagene e il Von Kossa per valutare il 
grado di calcificazione della lesione. L'analisi delle immagini Micro-Tac 
evidenziano la formazione di trabecole ossee già dopo 15 giorni nelle 
lesioni trattate con pasta ossea. A 30 e 90 giorni si osserva un aumento del 
volume di tessuto osseo riparato comparabile con le lesioni non trattate e 
trattate con gel polimerico.  
L'analisi istologica ha rivelato l'assenza di reazione infiammatoria in tutti i 
campioni esaminati. Nei campioni trattati con pasta ossea si è evidenziata 
la presenza di numerosi osteoblasti e nuovi vasi sanguigni a 15 giorni, 
mentre a 30 giorni dall'intervento si sono osservati un completo 
riassorbimento della pasta ossea e la formazione di strutture ossee 
comparabili con i campioni non trattati e trattati con gel polimerico. A 90 
giorni tutti i campioni presentano una completa rigenerazione dello strato 
corticale. Dai risultati ottenuti si evidenzia che la pasta ossea applicata ad 
una lesione che interessa le regioni corticale e la midollare dell'osso svolge 
la funzione di uno scaffold dotato di capacità osteoconduttiva, 
potenzialmente utilizzabile in condizioni patologiche o traumatiche come 
biomateriale da riempimento e supporto alla fisiologica rigenerazione 
ossea. 
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INTRODUZIONE 
 
1.1. Biologia del tessuto osseo  
 
Il tessuto osseo è un tessuto connettivo mineralizzato, questo gli conferisce 
la peculiare caratteristica di resistenza pur presentando un certo grado di 
flessibilità e leggerezza. Si compone di una matrice extracellulare 
inorganica, una matrice extracellulare organica e una porzione cellulare. 
La matrice inorganica è formata principalmente da fosfato e carbonato di 
calcio ed è responsabile della durezza e della rigidità delle ossa. La matrice 
organica è costituita principalmente da fibre collagene, proteoglicani e 
glicoproteine, e garantisce invece l’elasticità e la resistenza alla trazione. 
La porzione cellulare presiede alla formazione, mineralizzazione e 
riassorbimento della matrice.  
Macroscopicamente si distinguono due tipi di osso: compatto e spugnoso.  
Entrambi presentano struttura lamellare in cui le lamelle sono disposte a 
strati paralleli e possono essere orientate in vario modo.  
Nell’osso compatto le lamelle sono ordinate in modo da formare una massa 
solida chiamata corticale ossea, in quello spugnoso, invece, danno origine 
ad una fine struttura trabecolare, ad aspetto irregolare, alveolare, con 
midollo osseo all’interno. Le trabecole si dispongono secondo linee di 
carico e sono continuamente rimaneggiate nel corso della vita.  
Queste due tipologie di osso sono contemporaneamente presenti in quasi 
tutte le ossa, ma in diversa percentuale e distribuzione: l’osso corticale è 
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periferico, e maggiormente rappresentato nelle ossa lunghe ed in quelle 
piatte.  
L’unità principale dell’osso compatto è l’osteone, costituito da lamelle 
concentriche formatesi dall’ordinata deposizione di fibre collagene intorno 
al canale di Havers, che contiene i vasi sanguigni. Intorno vi sono canali 
più piccoli detti laterali: nel loro insieme i canali laterali e quelli haversiani 
formano un sistema continuo di cavità che permette gli scambi tra sangue e 
cellule ossee. L’osso spugnoso contiene all’interno dei propri spazi il 
midollo osseo, che assume qui una fondamentale funzione trofica.  
Il rivestimento in superficie di tutte le ossa, ad eccezione delle superfici 
articolari e delle inserzioni tendinee, è rappresentato dal periostio, una 
lamina fibrosa che comprende un primo strato esterno particolarmente 
compatto e ben vascolarizzato, ed un secondo strato interno ricco di 
fibroblasti e di osteoblasti quiescenti.  
La componente cellulare del tessuto osseo è costituita da cellule 
osteoprogenitrici, osteoblasti, osteociti e osteoclasti. Le cellule 
osteoprogenitrici (preosteoblasti), gli osteoblasti e gli osteociti sono fasi 
funzionali consecutive dello stesso tipo cellulare, a sua volta derivato dal 
differenziamento in senso osteogenico della cellula mesenchimale 
pluripotente dei tessuti connettivi. Gli osteoclasti, invece, derivano da 
precursori (preosteoclasti) differenziati dalle cellule staminali del midollo 
osseo ematopoietico ed immigrati nel tessuto osseo dal sangue. Le cellule 
ossee regolano sinergicamente il continuo rimodellamento, la riparazione e 
la rigenerazione tissutale. Essenziale è anche il contributo delle cellule 
endoteliali nel provvedere, con l’angiogenesi, all’apporto di nutrienti e 
ossigeno necessari al metabolismo ed all’allontanamento dei prodotti del 
catabolismo cellulare. 
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1.2. Rimodellamento osseo fisiologico e post traumatico 
 
Il tessuto osseo possiede naturalmente notevoli capacità rigenerative, che si 
manifestano nei processi di riparazione di fratture in seguito a lesioni di 
varia natura, quali perdita di sostanza post traumatica e resezioni 
chirurgiche. Inoltre è soggetto ad un continuo processo di rimodellamento, 
con duplice funzione meccanica di riparazione del microdanno e di 
adattamento delle trabecole alle linee di tensione delle forze applicate al 
segmento osseo, e fisiologica di mantenimento e regolazione dell'omeostasi 
calcica nei fluidi extracellulari. La frattura del tessuto osseo comporta la 
lesione dei vasi distrettuali, soprattutto a livello del periostio, dando luogo 
alla formazione di coaguli nell'area danneggiata. Vasi sanguigni e cellule 
indifferenziate invadono l'area lesa dai tessuti circostanti, dando luogo in 
seguito a connessioni connettivali fra le rime di frattura e ad isole di 
cartilagine fibrosa. Queste aree di tessuto di riparazione tra i due frammenti 
ossei rappresentano il callo fibrocartilagineo che, con l'intervento degli 
osteoblasti, viene convertito in callo osseo. In seguito l'osso viene 
rimaneggiato per formare osso compatto e spugnoso, fino a riparazione 
completa (Figura 1). La guarigione totale può richiedere settimane o mesi a 
seconda del tipo di frattura.  
10 
 
 
Fig.1 Fasi della riparazione del tessuto osseo;(a) formazione dell’ematoma, (b) formazione di osso 
spugnoso nelle zone vicine ai vasi neoformati e di fibrocartilagine in quelli più distanti, (c) sostituzione 
della fibrocartilagine con il callo osseo, (d) rimodellamento finale. 
 
1.3. Situazione attuale sul  trapianto osseo in Italia 
 
In caso di grandi traumi, in cui non si ha a che fare con una frattura, ma con 
una vera e propria lacuna dell'osso, di fratture vertebrali osteoporotiche, di 
osteomieliti (gravi infezioni ossee), di lacune ossee dovute non a traumi ma 
ad asportazione di tumori e cisti ossee, la naturale rigenerazione dell’osso 
non è sufficiente ma si dimostra necessario il trapianto di tessuto osseo.  
Recenti indagini statistiche del Centro Nazionale Trapianti mostrano come 
il trapianto d’osso sia in Italia al primo posto ed in costante aumento fra i 
trapianti di tessuto (Figura 2). Visto questo progressivo incremento nel 
corso degli ultimi anni si è resa necessaria la ricerca di una sempre 
11 
 
maggiore disponibilità di tessuto osseo da cadavere per supplire il 
fabbisogno chirurgico.  
 
 
Fig.2 Trapianti di tessuti in Italia dal 2002 al 2012. Dati del CNT (Centro Nazionale Trapianti) 
 
I chirurghi italiani hanno per molti anni utilizzato, come fonte di tessuto 
osseo, le epifisi femorali prelevate da donatore vivente, conservate in 
strutture ospedaliere e sottoposte a controlli sierologici di routine. 
La Legge trapianti n°91 del 1999 ha completamente modificato tale 
organizzazione trasferendo la responsabilità della certificazione di idoneità, 
conservazione, processazione e distribuzione a strutture specificamente 
dedicate, chiamate “banche”. La Conferenza Stato-Regioni ha 
successivamente inquadrato la materia in modo puntuale approvando le 
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“Linee guida per il prelievo, la conservazione e l’utilizzo di tessuto 
muscoloscheletrico”. Attualmente in Italia sono presenti diverse Banche 
dell’osso situate nelle seguenti città: Bologna, Firenze, Torino, Treviso e 
Verona. 
 
1.4. Classificazione dei sostituti ossei 
 
In chirurgia del tessuto osseo esistono differenti tecniche per la riparazione 
delle lesioni che prevedono l’utilizzo di varie tipologie di innesti, 
classificabili da un punto di vista genetico ed immunologico come segue:  
 innesto autologo, in cui il tessuto utilizzato proviene dallo stesso 
individuo che riceve il trapianto. Si tratta quindi di un semplice 
trasferimento tra due regioni dello stesso ricevente; 
 impianto omologo o allogenico, dove il donatore appartiene alla 
stessa specie del ricevente, senza alcun vincolo di relazione genetica 
tra i due; 
 impianto eterologo o xenogenico, in cui il donatore appartiene ad una 
specie diversa da quella del ricevente; 
 impianto alloplastico, dove il materiale da impianto è di origine 
sintetica. 
Attualmente, l’utilizzo di osso autologo fresco spongioso e, in grado 
minore, corticale rappresenta il “gold standard”, in quanto possiede le 
migliori proprietà osteoconduttive ed osteogeniche (Keating et al.,2001). 
Le cellule vitali presenti nell’innesto autologo fresco prelevato dalla cresta 
iliaca, sono in grado di rispondere agli stimoli locali e rilasciare propri 
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fattori di crescita, in grado di accelerare i processi di angiogenesi e 
formazione di tessuto osseo (Sen MK et al., 2007) Gli innesti cortico-
spongiosi autologhi vengono, quindi, rapidamente rivascolarizzati ed 
inoltre sono privi di immunogenicità e del rischio di trasmissione di 
infezioni virali. 
Bisogna però considerare che il prelievo autologo comporta alcuni 
svantaggi: la disponibilità di tessuto è forzatamente limitata; in caso di 
reintervento, spesso non è possibile ottenere materiale dalla stessa sede 
donatrice; insorgono complicanze legate all’allungamento dei tempi di 
intervento, con conseguente aumento del sanguinamento, dolore e rischio 
di infezione della sede donatrice (Laurie et al. 1984). 
Questi ultimi aspetti hanno determinato la richiesta di materiali alternativi, 
in grado di simulare il comportamento dell’osso autologo, ed 
eventualmente raggiungerne o superarne le qualità cliniche, biologiche o 
istologiche. 
L'osso omologo è fondamentale nella chirurgia conservativa dei tumori 
ossei: l'amputazione dell'arto è stata oggi largamente sostituita dalla 
ricostruzione funzionale, possibile solo grazie alla disponibilità di segmenti 
ossei donati che consente ai pazienti di evitare la totale perdita dell'arto e di 
recuperare una condizione di normalità e miglior qualità di vita. 
Gli innesti eterologhi ossei sono prevalentemente bovini, suini od equini, 
provenienti da animali controllati. La provenienza da una specie diversa 
aumenta però i problemi immunitari; di conseguenza molti procedimenti 
includono la distruzione sistematica delle proteine. 
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Infine, impianti alloplastici utilizzano materiali sintetici come la ceramica 
di idrossiapatite, il calcio trifosfato, i polimeri, la vetroceramica e le fibre di 
collagene. 
 
1.5. Proprietà dei riempitivi ossei 
 
L’evoluzione tecnologica assieme ad una migliore comprensione della 
biologia di guarigione dell’osso hanno portato allo sviluppo di diversi 
sostituti ossei che sono oggi a disposizione del chirurgo ortopedico. Sono 
stati messi a disposizione materiali derivati da osso umano o biomateriali 
sintetici che possono favorire la guarigione ossea tramite un processo di 
osteoconduzione e osteoinduzione utilizzabili da soli o in associazione. 
Si definisce biomateriale, ogni sostanza destinata ad essere messa in 
contatto con i tessuti viventi o con i fluidi biologici per mantenere o 
modificare le forme o per rimpiazzare ogni tessuto, organo o funzione del 
corpo (“Definitions in Biomaterials”, consensus conference di Chester -
1991). 
Il suffisso “bio” non significa che si tratti di materiale vivente o comunque 
di origine biologica ma si riferisce, in modo peraltro improprio, alla sua 
destinazione, che è l’incorporazione in tessuti viventi.  
L’effetto prodotto da un impianto o da un innesto in termini di crescita di 
nuovo osso può essere definito osteoinduttivo e osteoconduttivo. 
Si parla di osteoinduzione, o stimolazione osteogenetica, quando un 
materiale ha in sé la capacità di indurre la formazione di osso anche in un 
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tessuto ospite non osseo. In presenza di adeguati stimoli, cellule 
mesenchimali indifferenziate possono essere trasformate in preosteoblasti, 
processo che determina induzione ossea (Albrektsson et al.,2001). I 
materiali osteoinduttori sono sfruttati principalmente per curare larghi 
difetti ossei o per riprodurre osso laddove normalmente non ci sarebbe stata 
una riparazione spontanea.  
Per osteoconduzione s’intende il processo grazie al quale tramite supporti 
diversi, biologici o sintetici (metalli, ceramici, polimeri e compositi) si 
facilita la rigenerazione del nuovo tessuto osseo, fornendo un’impalcatura 
temporanea.  
Il successo di un impianto è strettamente legato al grado di tolleranza 
reciproca che si instaura tra l’impianto stesso e l’organismo. A questa 
condizione si dà il nome di biocompatibilità. In altri termini un impianto si 
dice biocompatibile se, una volta inserito nel tessuto ospite, è in grado di 
interagire con i sistemi biologici senza determinare in questi una risposta 
sfavorevole. 
La biocompatibilità, quindi, è un requisito fondamentale, legato alla 
necessità di migliorare o ripristinare una determinata funzione biologica, 
senza interferire o interagire in modo dannoso con le diverse attività 
fisiologiche dell'organismo. 
Attualmente, è generalmente accettato che la biocompatibilità è riferita non 
solo alla assenza di tossicità di un materiale, ma anche alla sua capacità di 
favorire i processi biologici che promuovano l'uso atteso dell'applicazione 
del materiale ovvero la sua biofunzionalità. 
I riempitivi ossei costituiti da materiali naturali come collagene, fibrina, 
acido ialuronico e membrane biologiche hanno struttura simile ai tessuti 
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originali. Nonostante questo, tali materiali risultano spesso di difficile 
preparazione e modellazione nei formati necessari, nonché possibili veicoli 
di malattie o infezioni; inoltre anche la proprietà meccaniche sono 
difficilmente quelle richieste. Recentemente sono stati messi a punto 
supporti biodegradabili temporanei (schiume, idrogel iniettabili, 
sospensioni di collagene e acido ialuronico), per il rilascio controllato di 
fattori osteogenici che favoriscono il processo di rigenerazione in situ. 
 
1.6. Matrice ossea demineralizzata 
E' stato dimostrato che matrice ossea demineralizzata (DBM) prodotta a 
partire da osso allogenico, ricavato da tessuti di banca ossea umana da 
cadavere, può indurre la formazione di tessuto osseo maturo (Urist, 1965). 
La DBM viene utilizzata in forma di polvere, ed è utilizzata con successo 
nella rigenerazione ossea in ortopedia e odontoiatria; possiede proprietà 
osteoinduttive e osteoconduttive, tuttavia il potere osteoinduttivo può 
variare a seconda dell’età del donatore, del sito di espianto, del metodo di 
preparazione e da altri fattori quali le dimensioni, la geometria delle 
particelle e le condizioni di conservazione (Traianedes et al, 2004). Il 
processo di demineralizzazione distrugge i materiali antigenici all'interno 
dell'osso, rendendo la DBM meno immunogenica rispetto ad un impianto 
xenogenico o ad uno allogenico mineralizzato. In diversi studi è stato 
dimostrato, grazie all'istologia, che l'osso di nuova formazione è generato 
dall'osteoinduttività della DBM. Analisi istologiche e biochimiche hanno 
mostrato che la cartilagine compare 5-10 giorni dopo l'impianto di DBM. 
Questa cartilagine mineralizza dopo 7-14 giorni e viene successivamente 
sostituita da osso. Dopo 21 giorni, si possono osservare formazioni 
emopoietiche del midollo osseo (Sampath & Reddi, 1983; Wang, 1993). 
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Questi eventi cellulari osservati dopo l'impianto di DBM imitano lo 
sviluppo osseo embrionale e la normale riparazione della frattura, tali da 
dare alla DBM una serie di vantaggi aggiuntivi che la rendono 
un’interessante alternativa all'innesto osseo.  
Il potere osteoinduttivo della DBM è dovuto alla presenza di proteine 
morfogenetiche dell’osso (BMP) e fattori di crescita (Urist, 1965; Sampath 
& Reddi, 1983). Tra le molecole bioattive il gruppo delle BMP, 
appartenenti alla famiglia del TGF-beta, hanno un ruolo fondamentale nel 
processo di osteogenesi. La loro azione è intercorrelata con quella di altri 
fattori locali, e mentre questi sembrerebbero stimolare la funzione di cellule 
già differenziate, l’azione principale delle BMP consiste nella 
differenziazione irreversibile di elementi mesenchimali totipotenti in 
condroblasti ed osteoblasti. Sono state identificate almeno 15 BMP con 
proprietà osteoinduttive (Solheim E, 1998), fatta eccezione della BMP-1, 
che è una proteinasi del procollagene I con nulla o scarsa capacità 
osteoinduttiva. 
Attraverso l'impianto della matrice ossea demineralizzata nel tessuto osseo 
e in quello muscolare, è stato dimostrato l'effetto osteoinduttivo di queste 
proteine, mentre non è stata osservata alcuna neoformazione d'osso 
inserendo il materiale all'interno di fegato, milza o rene (Chalmers et al. 
1975). 
La proteina morfogenetica più studiata è la BMP-2, sia in forma "naturale" 
(derivazione bovina, generalmente) che ottenuta mediante tecniche di 
ricombinazione genica (rhBMP-2). Il ruolo principale della BMP-2 a 
livello scheletrico è l’induzione della differenziazione delle cellule 
bersaglio in cellule condrogeniche ed osteogeniche (Balint et al., 2003; 
Canalis et al.,2003; Yamaguchi et al., 2000).  
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1.7. Scaffold a base di DBM 
 
L’applicazione clinica della DBM in polvere è limitata alla 
maneggevolezza, all’applicazione e alla permanenza nel sito d’impianto. 
Sono diversi i prodotti commerciali a base di DBM come Grafton
®
, 
Osteofil
®
, Allomatrix
®
, DBX
TM
, DBSint
TM
, InterGro
TM
, DynaGraft
®
 e 
AlloCraft
TM
, associati a numerosi materiali, sia naturali che sintetici, quali 
glicerolo, fibrina, acido ialuronico, lecitina, gelatina, chitosano, PLGA e 
polossameri  che vengono utilizzati come carrier (Borden, 2003; Cammisa 
et al. 2004; Moghadam et al.2004). 
Tra questi, i polossameri sono polimeri che rivestono un forte interesse 
applicativo. Sono una classe di polimeri anfifilici derivati dei copolimeri 
poli(etilen ossido)- poli (propilen ossido)-poli (etilen ossido) (PEO-PPO-
PEO) (Gaucher et al.,2005). Soluzioni acquose di polossameri mostrano 
una transizione solido-gel se riscaldate a temperatura corporea, 
caratteristica che li rende particolarmente interessanti per la progettazione 
di matrici iniettabili per applicazioni biomediche poco invasive 
(Schmolka,1972). 
I Pluronic
®
 sono polossameri a catena lineare; la loro struttura è mostrata in 
figura 3. 
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Fig. 3. Struttura generale dei Pluronic® 
 
Pluronic
®
 F127 è un polimero atossico e idrosolubile. Le soluzioni acquose 
di Pluronic
®
 F127 mostrano la proprietà di termoreversibilità (DiBiase et 
al.1996), che risulta essere di notevole interesse nell'ambito 
dell'ottimizzazione delle formulazioni farmaceutiche (Yeon et al., 2000),è 
stato infatti approvato dalla FDA. Questo fenomeno di termogelificazione 
reversibile è il risultato dell'interazione di differenti segmenti del 
copolimero. 
Le soluzioni di Pluronic
®
 F127 vengono preparate sciogliendo il polimero 
in un solvente acquoso a basse temperature. La bassa temperatura facilita la 
dissoluzione del polimero, ciò è dovuto all'aumento della solvatazione in 
seguito alla formazione dei legami idrogeno. Con questo metodo è 
possibile preparare facilmente soluzioni di Pluronic
®
 F127 al 20-30% 
(w/w); tali soluzioni risultano essere liquide alla temperatura di 4-5 gradi 
centigradi e si trasformano in gel a temperatura corporea. Il gel torna allo 
stato liquido quando la temperatura è riportata ai valori di 4-5 gradi. 
Pluronic
®
 F127 presenta buona biocompatibilità tissutale ed è largamente 
usato sottoforma di gel, nano/microparticelle o come coadiuvante per il 
drug delivery system (Fang et al. 2002., Escobar-Chàvez et al. 2006).  
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SCOPO DELLO STUDIO 
 
Lo scopo della tesi è stato quello di sviluppare un nuovo scaffold iniettabile 
bioattivo a base di un polimero termosensibile, il Pluronic
®
 F127, e di 
matrice ossea demineralizzata (DBM) di origine umana in grado di favorire 
il processo di rigenerazione ossea in caso di fratture patologiche o 
traumatiche e perdita di tessuto osseo. L’efficacia di questa pasta ossea è 
dovuta alla presenza di fattori morfogenetici contenuti nella DBM che ne 
determinano la capacità osteoinduttiva e nella facile manipolazione e 
conformabilità al sito d’impianto dovuta alle caratteristiche del polimero. 
Inoltre sono stati valutati gli effetti della sterilizzazione mediante raggi 
gamma sulle caratteristiche chimico-fisiche e biologiche dei componenti 
della pasta ossea. 
Infine è stato valutato in vivo il grado di rigenerazione ossea nel modello 
animale di lesione femorale indotta in ratto Wistar tramite imaging 
mediante Micro-Tac e analisi istologica. Il grado di rigenerazione indotto 
dalla pasta ossea è stato confrontato con quello indotto dal solo polimero a 
tre time point (15, 30 e 90 giorni dall’impianto). 
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 MATERIALI E METODI 
 
3.1. Preparazione dell'idrogel e della pasta a base di matrice ossea 
demineralizzata 
 
Una soluzione al 20% (w/v) di Pluronic
®
 F127 in soluzione fisiologica è 
stata preparata su un agitatore magnetico a 4°C per tutta la notte. La 
polvere di polimero è stata acquistata presso Sigma Aldrich (Milano). La 
pasta DBM/Pluronic
®
 F127 (che d’ora in poi nomineremo “pasta ossea”) è 
stata ottenuta mediante l’aggiunta di DBM in polvere di origine umana 
(Tissue Lab, Napoli) alla soluzione al 20% di Pluronic
®
 F127 per ottenere 
una concentrazione finale di DBM del 40% (w/w).  
 
3.2. Sterilizzazione tramite radiazioni gamma 
 
Aliquote di soluzione di Pluronic
®
 F127, DBM e di pasta ossea sono state 
sigillate in atmosfera di azoto ed esposte a raggi gamma alla dose di 25 
kGy da una fonte di Cobalto 60 alla temperatura di -80°C (Gammarad Italia 
Spa, Bologna). Aliquote non irradiate sono state utilizzate come controllo 
durante le successive valutazioni reologiche e chimiche.  
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3.3. Test di sterilità dei campioni  
 
I campioni sterilizzati sono stati immersi in un terreno Mueller-Hinton per 
la coltivazione di microrganismi (Oxoid SpA, Milano) e mantenuti su 
agitatore a 37 °C per 5 giorni. Come controllo negativo è stato utilizzato 
terreno sterile, mentre un campione non sterilizzato è stato utilizzato come 
controllo positivo. L’intorbidimento del terreno indica contaminazione 
batterica quindi sterilizzazione inefficiente, mentre un terreno chiaro e 
incontaminato è indicativo di una sterilizzazione efficace. 
3.4. Analisi reologica della soluzione di Pluronic
®
 F127 
 
Esperimenti di reologia in oscillazione permettono di valutare le 
caratteristiche viscoelastiche quali il modulo conservativo G’, il modulo 
dissipativo G” e la tangente di sfasamento δ del campione in esame. 
Il modulo conservativo G’ (o “elastico”) definisce la capacità del materiale 
di accumulare l’energia della forzante sotto forma di deformazioni 
elastiche; in un sistema completamente elastico (caso estremo) il campione 
avrà una risposta completamente in fase alla forzante.  
Il modulo dissipativo G” definisce la capacità del materiale di dissipare 
l’energia della forzante attraverso calore o deformazioni permanenti; in un 
sistema completamente dissipativo (viscoso) il campione avrà una risposta 
sfasata rispetto alla forzante di 90°. Infine la tangente dell’angolo di 
sfasamento (δ) definisce la capacità del materiale di smorzare la forzante. 
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Per la valutazione delle caratteristiche viscoelastiche di Pluronic
®
 F127 gli 
esperimenti sono stati eseguiti nel seguente modo: 
 Test di strain sweep per la valutazione della regione di viscoelasticità 
lineare (LVR) del polimero Pluronic
®
 F127 al 20% w/v in acqua 
sottoposto ad agitazione per 7 giorni a 4°C. La misura della LVR di 
un campione è un passaggio obbligatorio nel caso di misure in 
oscillazione, in quanto il campione si deve trovare all’interno della 
zona LVR per poter ottenere uno spettro meccanico rappresentativo. 
Misure preliminari di strain sweep a 5 e 20°C (utilizzate nei 
successivi studi di temperature sweep) nella regione di strain 
percentuale che va da 5x20
-3 
a 20.000, con una frequenza angolare di 
1 Hz, registrando il valore di G’, sono state condotte per osservare la 
variazione della LVR a ciascuna temperatura esaminata, in modo tale 
da selezionare una percentuale di strain che si trovi all’interno della 
LVR in tutto l’intervallo di temperatura che verrà applicata nelle 
analisi di temperature sweep (5-45°C). 
 Test di temperature sweep per valutare la temperatura di 
gelificazione del polimero (transizione sol-gel). L’esperimento è 
stato eseguito utilizzando un incremento termico di 1°C. Lo strain 
utilizzato di 0.1% si trova nella zona di rumorosità osservata negli 
esperimenti precedenti e questo è confermato dal grafico riportante 
lo sforzo applicato e la deformazione risultante (Figura 4).  
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Fig.4 Grafico rappresentativo del valore di G’in funzione della percentuale di pressione per quanto 
riguarda il polimero Pluronic® F127  
 
Le caratteristiche reologiche del gel di Pluronic
®
 F127 rappresentano un 
aspetto chiave delle formulazioni. Analisi reologiche sono state eseguite 
attraverso un reometro rotazionale (AR2000, T.A. Instruments Ltd., USA) 
fornito di una geometria cono-piatto (diametro 60 mm, angolo: 2 DEG e 
troncamento 52 µ), gap automatico e con funzionamento in modalità di 
oscillazione. 
 
3.5. Analisi chimica della soluzione di Pluronic
®
 F127 
 
Per analizzare le variazioni delle proprietà chimiche di Pluronic
®
 F127 in 
seguito all'esposizione a raggi gamma, dopo aver liofilizzato i campioni, è 
stato utilizzato uno spettrometro a riflettanza totale attenuata (FTIR 
Spectrum One, Perkin Elmer, Milano, Italia) dotato di ATR universale 
(Figura 5). 
25 
 
 
 
Fig.5 Spettrometro a riflettenza totale attenuata 
 
Gli spettri sono stati registrati tra 650 e 4000 cm
-1 
ed i picchi principali di 
assorbimento sono stati rilevati a 2891 cm
–1
 (legami C-H), 1343 cm
–1
 
(legami O-H) e 1111 cm
–1
 (legami C-O). Tramite questa tecnica 
spettroscopica è possibile l'identificazione ed il monitoraggio delle 
variazioni dei gruppi funzionali che costituiscono il materiale polimerico e 
delle loro interazioni dovute alla possibile degradazione del materiale in 
seguito a sterilizzazione con raggi gamma. 
 
3.6. Quantificazione delle proteine morfogenetiche dell’osso in DBM 
 
Le concentrazioni di proteine morfogenetiche dell’osso BMP-2 e BMP-7 in 
4 diversi lotti di DBM (S1, S2, S3, S4) sono state determinate usando 
l’Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), tecnica basata sulla 
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specificità di legame che si instaura tra un anticorpo specifico ed una 
molecola d’interesse. Nell’ELISA “a cattura” un anticorpo monoclonale 
specifico per l’antigene, precedentemente legato sulla micropiastra, cattura 
ed immobilizza la molecola d’interesse contenuta nel campione. Previo 
lavaggio per rimuovere le molecole non legate, un secondo anticorpo 
monoclonale coniugato con un enzima viene aggiunto al pozzetto. Gli 
ELISA “a cattura” sfruttano anticorpi diretti verso epitopi diversi dello 
stesso antigene: il secondo anticorpo lega la molecola fissata al fondo della 
piastra formando complessi sandwich. Rimosso l’anticorpo non legato 
mediante lavaggio, viene aggiunto il substrato specifico per l’enzima 
coniugato all’anticorpo: la reazione enzimatica sviluppa un prodotto 
colorato proporzionale alla quantità di antigene rilevato durante la prima 
immunoreazione. L’intensità del colore viene determinata mediante lettura 
spettrofotometrica ad una specifica lunghezza d’onda, previo arresto della 
reazione di metabolizzazione del substrato.  
Utilizzando soluzioni a concentrazione nota di ciascuna molecola di 
riferimento è possibile realizzare curve di taratura in cui si descrive la 
variazione di assorbanza in funzione della concentrazione. Attraverso 
interpolazione tra la retta di calibrazione ed il valore di densità ottica 
(O.D.) ottenuta per la molecola in esame è possibile risalire alla 
concentrazione della molecola stessa. 
Per questo studio sono stati usati i kit Quantikine
®
 Human BMP-2 e 
Quantikine
®
 Human BMP-7 (R&D Systems, Minneapolis, USA). 
Per consentire l’estrazione delle proteine morfogenetiche, i campioni sono 
stati pretrattati con soluzione di guanidina cloridrata in Sodio Acetato 
(Gnd-HCL 4M/Sodio Acetato 0,5M pH 5,8) per 7 giorni a 4°C. Terminata 
l’incubazione, il surnatante recuperato da ciascun campione è stato 
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sottoposto a dialisi, usando membrane con taglio molecolare nominale pari 
a 3500 dalton, in una soluzione Gnd-HCl 2M/Sodio Acetato 0,5M pH 5,8. 
Per determinare la concentrazione di BMP-2, l’estratto proteico dializzato 
di ogni campione è stato diluito 1:4 e 1:8, usando il diluente fornito dal kit, 
mentre per determinare la concentrazione di BMP-7, l’estratto proteico 
dializzato è stato diluito 1:16 e 1:32. Ciascun campione è stato incubato nei 
pozzetti della piastra ELISA a temperatura ambiente per 2 ore in 
agitazione. Al termine dell’incubazione, i pozzetti sono stati lavati con il 
tampone di lavaggio fornito per rimuovere le molecole non legate ed 
incubati con l’anticorpo secondario per 2 ore a temperatura ambiente in 
agitazione. Al termine del periodo di incubazione l’anticorpo in eccesso è 
stato rimosso con il tampone di lavaggio ed è stato aggiunto il substrato 
specifico (tetrametilbenzidina). Dopo 30 minuti la reazione è stata fermata 
con H2SO4 2N ed i valori di assorbanza sono stati determinati con il lettore 
di piastre (SpectraFluor Plus, Tecan) alla lunghezza d’onda di 450 nm. 
 
3.7. Preparazione e sterilizzazione dei campioni per la sperimentazione 
in vivo 
 
Campioni di pasta ossea e di Pluronic
®
 F127 al 20 % w/v sono stati sigillati 
in siringhe da 1 ml, sterilizzati con raggi gamma al dosaggio di 25 kGy e 
conservati a 4°C fino al loro utilizzo. 
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3.8. Sperimentazione in vivo  
 
La sperimentazione in vivo è stata condotta nel modello animale di ratto 
Wistar. Gli animali sono stati forniti da Harlan Laboratories S.r.l. (Udine) 
in accordo con il Decreto Legislativo 116/92 “Protezione degli animali 
utilizzati ai fini sperimentali o ad altri fini scientifici” del “Dipartimento 
Alimenti, Nutrizione e Sanità Pubblica Veterinaria - Ministero della 
Salute” autorizzato in data 15/11/2011 con decreto ministeriale 
n°250/2011. 
Gli animali, maschi di 8 settimane dal peso di circa 300 g, sono stati 
acclimatati alle condizioni di laboratorio per 10 giorni prima della 
procedura chirurgica. 
La sperimentazione ha previsto l’utilizzo di 18 animali da trattare con 
scaffold costituiti da pasta ossea e 18 animali con scaffold di Pluronic
®
 
F127. 
Ciascun ratto è stato anestetizzato con Zoletil
®
 (40 mg/kg) e Xilazina (5 
mg/kg). La zona laterale di ciascun arto posteriore è stata sottoposta a 
rasatura e successiva detersione con Betadine e Neoxidina. Dopo incisione 
della cute ed individuazione dei muscoli della coscia, questi sono stati 
divaricati in modo da evidenziare la faccia laterale della diafisi femorale. 
Nella parte centrale della diafisi è stata eseguita una lesione circolare del 
diametro di 3 mm interessante sia la regione corticale che la midollare 
dell'osso. Nella lesione è stato, quindi, iniettato lo scaffold oggetto della 
sperimentazione. La ferita chirurgica è stata suturata seguendo lo strato 
muscolare e la cute (Figura 6). La stessa procedura è stata eseguita sull’arto 
controlaterale come controllo (non trattato). 
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Fig.6 Fasi dell’intervento chirurgico 
 
 
Nel post-operatorio ciascun animale è stato stabulato in gabbia singola per 
15 giorni ed è stata somministrata terapia antibiotica (Baytril
® 
2.5 % sol. 
orale, 1 ml/lt acqua) per 7 giorni ed analgesica (Aspirina 100-120 mg/kg 
p.o.) per 3 giorni. 
 
3.9. Analisi istologica dei campioni 
 
A 15, 30 e 90 giorni dall'intervento gruppi di 6 animali per ogni tipologia di 
scaffold sono stati sacrificati tramite overdose di anestetico, i femori sono 
stati espiantati e fissati in formalina tamponata al 10% per 24 ore per la 
successiva analisi istologica. 
I campioni sono stati analizzati mediante due tecniche istologiche.  
La prima tecnica di inclusione prevede la decalcificazione del campione 
mediante decalcificante rapido a base di acido formico e acido cloridrico 
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(Bio-Optica, Milano). Dopo essere stati lavati in acqua corrente per 90 min, 
i campioni sono stati disidratati mediante la scala ascendente degli alcoli. 
In particolare sono stati eseguiti passaggi in etanolo (Bio-Optica) al 70% 
per tutta la notte, 2 ore in etanolo al 95% e due passaggi di 1 e 2 ore in 
etanolo assoluto. A questo punto è stata tagliata la porzione di osso 
femorale d'interesse (1 cm di campione comprendente la lesione). Il 
trattamento dei campioni è stato completato con due passaggi successivi in 
xilolo (Bio-Optica) di un’ora ciascuno, volti a diafanizzare i preparati. 
Infine i campioni sono stati posti in paraffina fusa a 58°C in stufa per tutta 
la notte. Il giorno successivo i campioni sono stati fatti consolidare a 
temperatura ambiente e conservati a 4°C fino al momento del taglio. I 
campioni sono stati tagliati in corrispondenza del centro della lesione 
tramite microtomo rotativo (HM350 S Microm, Bio-Optica) in sezioni di 9 
μm di spessore, raccolte su vetrini polilisinati (Bio-Optica) e colorate con 
Ematossilina-Eosina per valutare la morfologia cellulare, la deposizione di 
tessuto di granulazione ed il grado di maturazione della lesione e con 
Tricromica di Masson per valutare l’organizzazione del collagene e di 
tessuto neo-formato. 
La seconda tecnica istologica prevede l'inclusione dei campioni in resina 
Technovit 7200VLC (Kulzer, Wehrheim, Germania) per 21 giorni sotto 
vuoto, cambiando la resina ogni 7 giorni. I campioni sono stati 
polimerizzati mediante polimerizzatore EXAKT 520 (EXAKT 
Technologies, Oklahoma City, USA). La polimerizzazione è stata eseguita 
con luce a lunghezza d'onda di 450 nm a temperature non superiori a 40°C. 
I campioni sono stati poi preparati per il taglio usando la pressa adesiva 
sotto vuoto EXAKT 401 e 402 (EXAKT Technologies). Mediante l'unità di 
taglio EXAKT 310 CP (EXAKT Technologies) sono state ottenute sezioni 
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dello spessore di circa 200 µm. Successivamente si è eseguita la 
levigazione delle sezioni fino ad uno spessore di 20-30 µm mediante 
l'utilizzo della limatrice 400 CS EXAKT (EXAKT Technologies). Infine le 
sezioni sono state colorate con Von Kossa per valutare il grado di 
calcificazione e con metodo Stevenel's/Van Gieson per valutare la 
morfologia cellulare.  
 
3.9.1. Colorazione Ematossilina-Eosina 
 
Per la colorazione con Ematossilina-Eosina le sezioni adese sui vetrini sono 
state deparaffinate con xilolo e reidratate mediante passaggi di 5 minuti 
ciascuno in xilolo (2 passaggi), etanolo assoluto, etanolo al 90%, al 70% ed 
infine acqua distillata. 
Completata la reidratazione, ciascuna sezione è stata trattata per 3 minuti 
con il colorante ematossilina (Bio-Optica), responsabile della colorazione 
violetta dei nuclei e contrastata in acqua di fonte corrente per 5 minuti così 
da permettere il viraggio del colore. Successivamente le sezioni sono state 
immerse in eosina (Bio-Optica) per 5 minuti per colorare il citoplasma 
cellulare, lavate in acqua di fonte per 5 minuti e nuovamente disidratate 
attraverso la serie ascendente degli alcoli (etanolo 70%, etanolo 100%, 
etanolo 100% quindi due passaggi in xilolo assoluto). 
Infine i vetrini sono stati montati con un vetrino coprioggetto con interposta 
una goccia di resina naturale (Balsamo del Canada, Bio-Optica). Il colore 
rosa indica il citoplasma delle cellule, mentre il blu-violetto i nuclei. 
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3.9.2. Colorazione Tricromica di Masson 
 
La Tricromica di Masson associa la colorazione dei nuclei con ematossilina 
ferrica di Weigert, delle emazie con acido picrico, del citoplasma con due 
coloranti acidi e delle fibre collagene con verde luce oppure blu di anilina. 
La colorazione è stata eseguita utilizzando un kit commerciale (Bio-Optica) 
in accordo al seguente protocollo: le sezioni, sparaffinate e reidratate, sono 
state trattate per 10 minuti con Ematossilina Ferrica “secondo Weigert”; 
l’eccesso di colorante è stato rimosso ed è stata aggiunta la soluzione di 
acido picrico. Trascorsi 4 minuti, i vetrini sono stati lavati rapidamente in 
acqua distillata e trattati con fucsina di Ponceau B per 4 minuti. Le sezioni, 
lavate in acqua distillata, sono state incubate con acido fosfomolibdico 
all’1% per 10 minuti e successivamente con la soluzione verde luce allo 
0,3%. Dopo 5 minuti le sezioni sono state lavate in acqua distillata e 
nuovamente disidratate tramite rapidi passaggi attraverso la serie 
ascendente degli alcoli. Infine i vetrini sono stati montati con una goccia di 
resina naturale. Il colore verde nelle sezioni indica la presenza di collagene. 
Il rosso rappresenta il citoplasma delle cellule mentre il nero i nuclei. 
 
3.9.3. Colorazione Stevenel's/Van Gieson 
 
La colorazione Stevenel's/Van Gieson (SVG) è una sequenza di colorazioni 
blu di Stevenel ottenuta miscelando blu di metilene all’1% (Sigma-Aldrich) 
e permanganato di potassio all’1,5% (Carlo Erba, Milano). 
La colorazione Van Gieson picro-fucsina è stata preparata dissolvendo 0.1 
g di fucsina acida (Sigma-Aldrich) in 10 ml di acqua distillata ed 
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aggiungendo 10 ml di acido picrico saturo (Nova Chimica Panreac, 
Milano). I colori dei campioni indicano in fucsia l'osso mineralizzato, in 
gradazioni di blu il midollo osseo, la matrice osteoide ed i componenti 
cellulari ed in rosa il tessuto fibroso.  
3.9.4. Colorazione Von Kossa 
 
Questa metodica di colorazione è stata realizzata dopo immersione dei 
campioni in una soluzione di nitrato d'argento al 5% (Sigma-Aldrich) 
esponendoli direttamente alla luce per 2 ore e successivamente è stata 
eseguita la colorazione dei nuclei con una soluzione allo 0.1% di rosso 
Kernechtrot. Il colore nero nelle sezioni indica il tessuto mineralizzato. 
 
3.10. Acquisizione delle immagini istologiche 
 
Per l'acquisizioni delle immagini istologiche a basso ingrandimento (25X) è 
stato utilizzato uno stereomicroscopio (SZH10, Olympus Optical Co, 
Tokyo, Giappone) collegato ad una videocamera KY-F32 (JVC, 
Giappone), mentre un microscopio ottico Axioplan2 (Zeiss, Germania) 
collegato ad una videocamera AxioCam Mrc 5 (Zeiss) per le immagini ad 
alto ingrandimento (100X). 
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3.11. Valutazioni morfologiche post-impianto 
 
La valutazione della densità di rigenerazione del tessuto osseo è stata 
eseguita mediante Micro-Tac con Xalt scanner per piccoli animali (X-ray 
AnimaL Tomograph). Lo Xalt scanner è stato realizzato grazie alla 
collaborazione tra l'Istituto di Fisiologia Clinica (IFC-CNR) e il Functional 
Imaging and Instrumentation Group (FIIG) del Dipartimento di Fisica 
“Enrico Fermi” di Pisa.  
Immagini a basso ingrandimento sono state acquisite prima dell'intervento 
per valutare i parametri dimensionali degli arti e nel post-operatorio per 
valutare il volume della lesione (Figura 7). 
 
 
Fig.7 a) acquisizione dell’immagine prima dell’intervento; b) immagine ad alto ingrandimento delle 
lesioni al tempo zero; c) immagine ad alto ingrandimento della lesione dopo l’espianto. 
 
Ad ogni time-point (15, 30 e 90 giorni) gli arti espiantati sono stati fissati in 
formalina tamponata al 4% in PBS e in seguito sono state acquisite 
immagini ex vivo ad ingrandimento maggiore, con una risoluzione di 18 
µm, per valutare la porosità della regione rimarginata. Infine è stata 
eseguita l'analisi delle immagini ad alta risoluzione per valutare il rapporto 
tra “Bone Volume” e “Total Volume” (BV/TV) con il quale si indica la 
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frazione del volume di interesse che è occupata da osso mineralizzato e lo 
“Specific Bone Surface” ovvero il rapporto tra “Bone Surface” e “Bone 
Volume” (BS/BV). Questo studio è stato eseguito tracciando un'area 
cilindrica al centro della lesione a livello della faccia esterna della corticale 
con diametro di 2,5 mm e spessore di 400 µm (Figura 8), all'interno della 
quale sono stati valutati i parametri precedentemente descritti. L'analisi è 
stata effettuata usando il plug-in BoneJ del software ImageJ. 
I dati quantitativi della micro-Tac sono stati analizzati mediante test t per 
dati appaiati, con un livello di significatività inferiore al 5%. 
 
 
Fig.8 immagine rappresentativa della regione considerata per le misure di BV/TV e BS/BV; 
D = diametro, S = spessore. 
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RISULTATI 
 
4.1. Valutazione dell’effetto della sterilizzazione sulle caratteristiche 
reologiche e chimiche di Pluronic
®
 F127 
4.1.1. Analisi reologica 
L’analisi reologica eseguita mediante il test di temperature sweep (range da 
5 a 45°C) non ha mostrato nessuna variazione dello stato di transizione sol-
gel della soluzione polimerica sterilizzata mediante raggi gamma (25 kGy) 
rispetto al controllo (soluzione polimerica non sottoposta a sterilizzazione), 
indicando una buona stabilità reologica della soluzione polimerica 
sottoposta a questa metodica di sterilizzazione (Figura 9). 
 
 
Fig.9 Modulo G’ ottenuto dall’esperimento di temperature sweep eseguito sulla soluzione 
polimerica di Pluronic® F127 al 20% (w/v) in H2O, sterilizzato e non mediante raggi gamma 
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4.1.2. Analisi chimica 
 
Non sono stati rilevati cambiamenti significativi tra i campioni sterilizzati e 
quelli non sterilizzati in base ad un'analisi delle regioni dello spettro IR. In 
particolare non sono stati osservati cambiamenti tra i principali gruppi 
funzionali a 2891 cm
–1
 (legami C-H), 1343 cm
–1
 (legami O-H) e 1111 cm
–1
 
(legami C-O) dopo esposizione a radiazioni gamma (Figura 10). 
 
Fig.10 Spettri ATR-FTIR di Pluronic® F127 sterilizzato mediante raggi gamma e rispettivo controllo 
 
4.2. Valutazione della sterilità dei campioni di pasta ossea 
In seguito alle radiazioni gamma al dosaggio di 25 kGy tutti i campioni 
sono risultati sterili, mentre i campioni non irradiati utilizzati come 
controllo positivo hanno determinato l'opacità del terreno Mueller-Hinton 
nel test di sterilità, indicando la contaminazione da microrganismi. 
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4.3. Valutazione delle concentrazioni di proteine morfogenetiche in 
DBM 
La concentrazione delle BMP di ciascun campione è stata ottenuta per 
estrapolazione dalla retta di taratura dopo aver riportato in grafico i valori 
delle assorbanze ottenute con soluzioni a concentrazione nota sull'asse delle 
ordinate e le loro relative concentrazioni sulle ascisse. I vari lotti di DBM 
che sono stati analizzati hanno mostrato, dopo sterilizzazione, un contenuto 
di proteine osteogeniche che oscilla tra 13,3 ng/g e 34,8 ng/g tessuto per le 
BMP-2 e tra 71,4 ng/g e 172,3 ng/g tessuto per le BMP-7. La variazione nel 
contenuto di entrambe le classi di BMP, riscontrata nei lotti di polvere 
demineralizzata oggetto di studio, si è dimostrata alta, come prevedibile, 
essendo in relazione a diverse variabili quali età e sesso del donatore, sito 
d’espianto. Inoltre, dal confronto dei risultati ottenuti per la polvere 
demineralizzata prima e dopo esposizione ai raggi gamma, si nota che la 
sterilizzazione determina una riduzione media del contenuto delle BMP di 
circa il 20%, come riportato in figura 11. 
 
 
Fig.11 Concentrazioni di BMP-2 e BMP-7 nei campioni prima e dopo la sterilizzazione con raggi gamma 
(*p<0.05) 
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4.4. Analisi istologica dopo sperimentazione in vivo 
 
L’analisi istologica dei campioni trattati con Pluronic® F127 e i controlli a 
15 giorni (1°time point) ha permesso di osservare una rigenerazione che 
interessa tutto lo spessore della corticale lesionata, mentre nei campioni 
trattati con pasta ossea la rigenerazione interessa parzialmente la cavità 
midollare. In tutti i campioni è stata comunque evidenziata la presenza di 
numerosi osteoblasti nella zona lesionata indice di attività rigenerativa. Nei 
campioni trattati con pasta ossea è stata osservata la presenza di numerosi 
vasi capillari e residui di DBM di diverse dimensioni in fase di 
riassorbimento (Figura 12).  
 
Fig.12 Immagini del campione trattato con pasta ossea (al centro). A sinistra si evidenziano residui di 
matrice ossea demineralizzata (DBM). A destra si evidenzia la presenza di tessuto di granulazione e di 
vasi sanguigni (V). Immagine centrale O.M. 100x; Immagini a destra e sinistra O.M. 1000x. 
(colorazione Ematossilina-Eosina) 
 
Mediante colorazione Tricromica di Masson (Figura 14) si è osservato un 
grado di maturazione comparabile col tessuto non interessato dalla lesione, 
mentre con la colorazione Von Kossa (Figura 15) è stato possibile 
evidenziare la presenza di calcificazioni a livello della zona lesionata di 
tutti i campioni. 
Infine, all'interno dell'osso di nuova formazione non si è osservata alcuna 
reazione infiammatoria. 
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Fig. 13 Immagini delle sezioni ossee ottenute per i campioni a 15 giorni colorate con 
Stevenel’s/Van Gieson.1) controllo; 2) pasta ossea; 3) Pluronic® F127. a) O.M. 50X; b) 400X; 
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Fig.14 Immagini delle sezioni ossee ottenute per i campioni a 15 giorni colorate con Tricromica 
di Masson 1) controllo; 2) pasta ossea; 3) Pluronic
®
 F127. O.M.40X 
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Fig.15 Immagini delle sezioni ossee ottenute per i campioni a 15 giorni colorate con metodo Von Kossa 
1) controllo; 2) pasta ossea; 3) Pluronic
®
 F127.O.M. 50X 
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Dall’analisi istologica a 30 giorni (2° time point) delle tre tipologie di 
campioni presi in esame è stato possibile osservare una completa 
chiusura della regione corticale, con diminuzione significativa del 
numero di osteoblasti rispetto ai campioni a 15 giorni. Nei campioni 
trattati con pasta ossea non sono stati osservati residui di particelle 
d’osso demineralizzato indicando così una loro completa bioriassorbilità 
in 30 giorni. Inoltre è stato osservato un completo riassorbimento delle 
trabecole nella regione del midollo, sia nei controlli che nei campioni 
trattati con pasta ossea, mentre nei campioni trattati con Pluronic
®
 F127 
erano ancora presenti le stesse formazioni trabecolari riscontrate a 15 
giorni all'interno del midollo (Figura 16).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
44 
 
 
Fig. 16 Immagini delle sezioni ossee ottenute per i campioni a 30 giorni colorate con Stevenel’s/Van 
Gieson(a) e con metodo Von Kossa (b) 1) controllo; 2) pasta ossea; 3) Pluronic
®
 F127. O.M. 50X 
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A 90 giorni dall’impianto (3° time point), le sezioni istologiche ottenute per 
tutti e tre i campioni hanno mostrato una rigenerazione completa dello 
strato esterno della corticale lesionata che presenta tutte le caratteristiche di 
un tessuto osseo maturo evidenziato dalla presenza di osteociti e canali di 
Havers, mentre la parte interna mostra ancora una struttura trabecolare 
(Figura 17).  
. 
 
 
Fig 17 Immagini delle sezioni ossee ottenute per i campioni a 90 giorni colorate con Stevenel’s/Van 
Gieson(a) e con metodo Von Kossa (b) 1) controllo; 2) pasta ossea O.M.50X 
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4.5. Analisi morfologiche post impianto 
4.5.1. Analisi Micro-Tac 
Dalla ricostruzione tridimensionale delle lesioni mediante Micro-Tac e in 
seguito a valutazione della frazione del volume di osso riparato (BV/TV) al 
1°time point, è stato possibile osservare nei campioni non trattati una 
rigenerazione quasi completa della corticale (Fig.18). Sono inoltre visibili 
nella cavità della lesione, trabecole molto fitte rispetto al campione trattato 
con pasta ossea, dove non si osserva una neoformazione marcata del 
tessuto osseo compatto, ma solo la formazione di trabecole che si 
estendono dalla cavità della lesione verso l’esterno. Il campione trattato con 
Pluronic
®
 F127 ha mostrato una parziale formazione dello strato corticale, 
oltre ad una fitta rete trabecolare nello strato sottostante. 
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Fig.18 Ricostruzione tridimensionale delle immagini ex-vivo acquisite mediante Micro-Tac: 
a) controllo b) pasta ossea c) Pluronic
®
 F127 a 15 giorni dall’intervento 
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A 30 giorni dall’intervento, in tutte e tre le tipologie di campioni 
analizzati, si è osservata una chiusura completa della lesione nella parte 
corticale (Fig.19). Nel caso dei campioni trattati con pasta ossea i 
risultati hanno mostrato un marcato recupero dell’attività riparativa 
della lesione rispetto ai risultati ottenuti a 15 giorni. Infine, si è 
osservata una densità di trabecole nella lesione trattata con pasta ossea 
comparabile a quella riscontrata nel controllo. 
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Fig.19 Ricostruzione tridimensionale delle immagini ex vivo acquisite mediante Micro Tac: 
a) controllo b) pasta ossea c) Pluronic
®
 F127 a 30 giorni dall’intervento 
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In tutti e tre i casi presi in esame, al 3° time point si osserva una 
completa rimarginazione della lesione a livello corticale mentre nella 
zona midollare si osserva una densità trabecolare meno estesa (Fig. 20). 
 
Fig.20 ricostruzione tridimensionale delle immagini ex vivo acquisite mediante Micro Tac: 
a) controllo b) pasta ossea a 90 giorni dall’intervento 
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4.5.2. Valutazione della porosità del tessuto riparato (BS/BV) 
I risultati ottenuti dall’analisi dei campioni nella regione presa in esame 
hanno mostrato che a 15 giorni vi è una porosità maggiore nel gruppo 
trattato con pasta ossea rispetto al gruppo di controllo e a quello trattato con 
Pluronic
®
 F127. Mentre i risultati ottenuti per i campioni a 30 e 90 giorni 
hanno mostrato una porosità comparabile fra i tre gruppi (Fig. 21). 
 
 
 
Fig.21 Porosità del tessuto osseo (BS/BV) nell’area esaminata ai time-points di 15, 30 e 90 giorni 
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DISCUSSIONE 
 
La capacità rigenerativa del tessuto osseo, in particolare per quanto 
riguarda la sua componente osseo-cartilaginea, in molte patologie non 
riesce a raggiungere il livello di efficienza necessario per una completa 
guarigione. Da ciò deriva la necessità di utilizzare prodotti sostitutivi da 
applicare nelle perdite di sostanza ossea. 
Negli ultimi anni la possibilità di sviluppare una pasta ossea con proprietà 
quali modellamento, biocompatibilità e osteoinduttività è diventato uno 
degli obbiettivi dei materiali per la rigenerazione ossea. L’importanza della 
proprietà di modellamento del sostituto osseo è dovuto al fatto che il 
riempimento della cavità ossea danneggiata con particelle di matrice ossea 
demineralizzata può portare ad un riempimento incompleto del difetto o 
alla dispersione delle particelle e alla loro perdita durante la procedura 
chirurgica. Questi svantaggi possono essere superati attraverso lo sviluppo 
di paste iniettabili o stucchi in cui vengono aggiunti alle particelle di DBM, 
un legante o un carrier in gel. Questo approccio consente la modellabilità 
del materiale, ovvero la sua capacità di essere sagomato in modo da 
adattarsi ai difetti con geometrie irregolari, che si riscontrano durante 
l’intervento chirurgico, in modo tale da essere in contatto diretto con l’osso 
circostante il difetto. Attualmente, in commercio sono presenti diversi 
innesti ossei iniettabili o modellabili costituiti da diversi tipi di carrier, sia 
naturali che sintetici come glicerolo, fibrina, acido ialuronico, lecitina, 
gelatina, chitosano, PLGA e polossameri (Borden, 2003; Moghadam et al., 
2004; Cammisa et al. 2004). 
In questo studio, abbiamo investigato gli effetti dei raggi gamma sulle 
proprietà chimico-fisiche e biologiche di una nuova composizione di pasta 
ossea costituita da DBM e Pluronic
®
 F127. Inoltre, abbiamo valutato la 
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capacità osteoconduttiva e osteoinduttiva di tale prodotto in un modello 
animale di ratto Wistar. 
I dispositivi medici destinati ad essere impiantati nell’uomo devono essere 
sterili e la scelta del metodo di sterilizzazione rappresenta uno dei punti 
critici per il successo del dispositivo stesso. Tale metodo deve essere in 
grado di non alterare le proprietà chimico-fisiche e l’attività biologica. 
Numerosi lavori di ricerca hanno descritto l’utilizzo dei raggi gamma su 
una grande varietà di prodotti medici monouso, suture e impianti, prodotti 
farmaceutici, cosmetici e tessuti biologici (Swinwood e Wilson, 1990; 
Dorpema 1990); malgrado questo, rimangono ancora da studiare gli effetti 
su molti polimeri. 
Molti prodotti a base di DBM presenti in commercio vengono sterilizzati 
mediante raggi gamma poiché garantiscono un’ottima efficacia anche per i 
prodotti già confezionati (come ad esempio Puros
®
 e BioSet
®
). Inoltre è 
una metodologia meno dannosa rispetto all’ossido di etilene che risulta 
essere tossico e responsabile di una diminuzione della capacità 
osteoinduttiva (Aspenberg et al.,1998). 
La sterilizzazione con raggi gamma può, tuttavia, provocare perdita di 
capacità osteoinduttiva dei prodotti a base di DBM (Han et al., 2008). 
Modificando alcuni fattori quali temperatura di sterilizzazione, dose di 
radiazione e atmosfera di conservazione è possibile diminuire gli effetti 
dannosi dei raggi gamma (Hamer et al., 1999; Nguyen H. et al.,2007, Qiu 
QQ et al., 2008). 
Nel nostro studio abbiamo utilizzato condizioni di sterilizzazione, quali 
dose di 25 kGy, temperatura -80°C e  atmosfera di azoto, tali da ridurre gli 
effetti delle radiazioni sulle proprietà osteoconduttive e osteoinduttive della 
DBM.  
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Con l’utilizzo di tali condizioni è stata osservata una diminuzione di circa il 
20% di BMP contenute nella matrice ossea demineralizzata rispetto alla 
concentrazione iniziale, valore che è risultato significativo (p<0.05) 
mediante t-test, valutato su ciascun lotto prima e dopo la sterilizzazione. Il 
contenuto medio dopo sterilizzazione resta in linea con quanto riportato in 
letteratura relativamente a prodotti commerciali (Bae et al. 2006). 
Nel caso del Pluronic
®
 F127, non sono presenti informazioni sugli effetti 
della sterilizzazione mediante raggi gamma sulle caratteristiche chimico-
fisiche. Recentemente è stato dimostrato che la sterilizzazione mediante 
autoclave non provoca una perdita significativa di tali caratteristiche 
(Cunha-Filho et al., 2012). 
In questo studio, è stato osservato che la sterilizzazione con raggi gamma, 
alla dose di 25 kGy e ad una temperatura di -80 °C di una soluzione di 
Pluronic
®
 F127 al 20% (w/v) conservata in atmosfera di azoto, permette il 
mantenimento delle caratteristiche fisiche e chimiche della soluzione 
polimerica. Questo è stato dimostrato da misure reologiche e dall’analisi 
chimica mediante spettrofotometria ad infrarosso della soluzione trattata. 
Il Pluronic
®
 F127 è stato utilizzato come carrier in associazione alla DBM, 
per ottenere una pasta ossea contenente il 40% (w/w) di DBM manipolabile 
da un punto di vista chirurgico e adattabile alla conformazione della 
lesione. 
Successivamente è stata condotta la sperimentazione in vivo durante la 
quale gli animali sono stati suddivisi in due gruppi: 1°) femore trattato con 
pasta ossea; 2°) femore trattato con Pluronic
®
 F127. Lesioni non trattate 
indotte nel femore controlaterale di ciascun animale sono state utilizzate 
come controllo. 
Dall’analisi istologica è stato possibile evidenziare che la pasta ossea, 
applicata ad una lesione che interessa le regioni midollare e corticale 
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dell’osso, svolge la funzione di uno scaffold dotato di capacità 
osteoconduttiva. Questo fatto è dimostrato dalla presenza di cellule 
progenitrici ed osteoblasti al suo interno e di tessuto di granulazione 
vascolarizzato sin dai primi 15 giorni di impianto. Negli ultimi anni 
Escobar-Chávez e collaboratori hanno dimostrato che l’idrogel Pluronic® 
F127, grazie alla sue caratteristiche termoreversibili con formazione di un 
gel a temperatura corporea risulta essere un buon carrier per il drug 
delivery, per veicolare le cellule e per incorporare nanoparticelle, questo 
dimostra la sua importanza all’interno dello scaffold (Fowler et al., 2002; 
Escobar-Chávez et al., 2006). 
L’analisi istologica a 15 giorni, dei campioni trattati con solo Pluronic® 
F127 ha mostrato una rigenerazione del tessuto osseo comparabile con il 
controllo indicando che il gel polimerico non interferisce con il processo 
fisiologico di rigenerazione, questo ci porta ad ipotizzare una rapida 
eluizione del polimero dal sito della lesione. 
Non è stata evidenziata la presenza di cellule infiammatorie nella sede peri-
impianto della pasta nè al suo interno, indice questo di ottima compatibilità 
cellulare/tissutale sia della componente polimerica che della DBM. 
A 30 e a 90 giorni dall’impianto, si assiste ad un completo riassorbimento 
dello scaffold con rigenerazione dello strato esterno del tessuto corticale 
lesionato comparabile con i controlli. 
Il tessuto rigenerato presenta tutte le caratteristiche di un tessuto osseo 
maturo evidenziato dalla presenza di osteociti, osteoni e canali di Havers 
senza differenza significativa della densità ossea (valutata mediante Micro-
Tac) rispetto ai controlli.  
Dalla ricostruzione tridimensionale dell’analisi mediante Micro-Tac in 
seguito a valutazione della frazione del volume di osso riparato (BV/TV) a 
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15 giorni dall’impianto non si osserva la formazione di nuovo tessuto osseo 
livello della regione corticale per i campioni trattati con pasta ossea rispetto 
al controllo. L'ingombro fisico dovuto alla presenza della pasta stessa 
potrebbe aver determinato questa modalità di rigenerazione che va dalla 
regione midollare verso la corticale a differenza del controllo in cui la 
rigenerazione interessa solo la regione corticale.  
Araújo e collaboratori in uno studio del 2010 hanno mostrato una 
dispersione di particelle di DBM all’interno della cavità midollare mediante 
analisi con Micro-Tac (Araújo et al., 2010). Questo non è stato osservato 
nel nostro studio, dimostrando che l’utilizzo di DBM associata al gel 
polimerico ne migliora la localizzazione a livello del sito della lesione. 
In conclusione, nelle condizioni sperimentali di lesione ossea, la pasta, 
costituita da Pluronic
® 
F127 e 40% di DBM ha mostrato una buona 
capacità riempitiva in quanto non è stata osservata una dispersione delle 
particelle e ha mostrato una buona capacità osteoconduttiva e 
osteoinduttiva. Sulla base dei risultati ottenuti, sarebbe opportuno valutare 
l’applicazione dello scaffold in lesioni indotte di maggiori dimensioni 
rispetto a quelle analizzate in questo studio in modo da verificare la 
possibile applicabilità della pasta ossea in lesioni traumatiche e 
patologiche.  
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